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木香烃内酯对 K562/A02 细胞阿霉素耐药的逆转作用研究 
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摘  要：目的  探索木香烃内酯对白血病耐药细胞系 K562/A02 阿霉素耐药的逆转作用。方法  将木香烃内酯与 K562/A02
细胞共培养 72 h 后，采用 MTT 法检测木香烃内酯对细胞生长的抑制作用。不同浓度木香烃内酯处理 K562/A02 细胞 24 h 后，

采用 Annexin V 和 PI 双染法检测木香烃内酯对细胞的凋亡。不同浓度木香烃内酯与阿霉素共培养 72 h 后采用 MTT 法检测

木香烃内酯对 K562/A02 细胞的耐药逆转情况。采用流式细胞仪检测木香烃内酯处理 24 h 之后 K562/A02 细胞阿霉素蓄积以

及细胞膜表面 P-糖蛋白（P-gp）的表达。结果  木香烃内酯对 K562/A02 细胞的生长具有明显抑制作用，呈显著的剂量相关

性。与对照组比较，2.5～50 µmol/L 木香烃内酯组 K562/A02 细胞存活率显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）。随着木香烃内

酯浓度的增加，凋亡细胞的比例明显增加。与对照组比较，不同浓度木香烃内酯组细胞凋亡比例显著升高（P＜0.05、0.01、
0.001）。加入 5 µmol/L 木香烃内酯后，使 K562/A02 细胞对阿霉素的敏感性提高 12 倍。木香烃内酯处理后 K562/A02 细胞内

部阿霉素的蓄积明显增加，呈浓度相关性。与对照组比较，5、10 µmol/L 木香烃内酯组 K562/A02 细胞内部阿霉素的蓄积增

加显著升高（P＜0.05）。细胞表面的 P-gp 的表达并无显著影响。结论  木香烃内酯能够抑制 K562/A02 细胞增殖，诱导

K562/A02 细胞凋亡，增强阿霉素的化疗敏感性，逆转阿霉素耐药。 
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Reversal against adriamycin resistance of costunolide on K562/A02 cells 
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Abstract: Objective  To investigate the reverse effect against adriamycin resistance of costunolide on leukemia drug resistant cell 
line K562/A02. Methods  Costunolide and K562/A02 cells were co-cultured for 72 h, and inhibition of costunolide on K562/A02 
cell were determined by MTT assay. K562/A02 cells were treated for 24 h by various concentrations of costunolide, and the apoptosis 
of K562/A02 cells were detected by Annexin V/PI apoptosis kit on flow cytometry. Various concentrations of costunolide and 
adriamycin were co-cultured with K562/A02 cells for 72 h, and the reversals were determined by MTT assay. Accumulation of 
adriamycin and the expression of P-glycoprotein (P-gp) were analyzed by flow cytometry after the treatment for 24 h of costunolide 
with various concentrations. Results  Costunolide could significantly exhibit growth of K562/A02 cell in a dose dependent manner. 
Compared with the control group, survival rates of K562/A02 cell in the costunolide 2.5 — 50 µmol/L groups were significantly 
decreased (P < 0.05, 0.01, 0.001). Apoptosis ratios of K562/A02 cells in the costunolide groups were significantly decreased with 
increase of concentrations of costunolide. Compared with the control group, apoptosis rates of K562/A02 cell in the costunolide 
groups were significantly increased (P < 0.05, 0.01, 0.001). Intake of adriamycin in K562/A02 cell increased to 12 times after treated 
by 5 µmol/L costunolide. Accumulation of adriamycin in K562/A02 cell treated by costunolide were significantly increased in a 
concentration dependent manner. Compared with the control group, accumulation of adriamycin in K562/A02 cell in the 5 and 10 
µmol/L costunolide groups were significantly increased (P < 0.05). However, there was no significant difference of expressions of 
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P-gp between two groups. Conclusion  Costunolide can inhibit the proliferation of K562/A02 cells, induce apoptosis in K562/A02 
cells, enhance chemotherapy sensitivity of doxorubicin, and reverse adriamycin resistance. 
Key words: costunolide; K562/A02 cell; adriamycin resistance; cell apoptosis; P-glycoprotein 

 
白血病是一种造血系统的恶性疾病，在青少年

中的发生率相对较高，因此其危害尤其突出。现行

治疗白血病的方法主要是化学治疗，然而多药耐药

的发生是导致化疗失败和白血病恶变、复发的根本

原因[1-2]。多药耐药指肿瘤细胞在接触一种化疗药物

产生耐药性后，其他不同结构和不同作用机制的多

种抗肿瘤药物产生耐药性的现象。目前临床发现与

多药耐药相关的蛋白主要有多药耐药基因

（MDR1）、乳腺癌耐药蛋白（BCRP）、多药耐药相

关蛋白（MRP）、肺耐药蛋白（LRP）等[3]。其中多

药耐药基因（MDR1）即 P-gp 导致的多药耐药在临

床上尤为常见[4-5]。因此特异性的 P-gp 抑制剂以及

多药耐药逆转剂的开发对于临床多药耐药现象的控

制具有十分重要的作用。木香烃内酯为倍半萜内酯

类化合物，主要来源于木香、月桂树、荷花玉兰等

植物的根部。目前的研究发现木香烃内酯具有抗炎、

抗肿瘤、抗病毒、抗菌、抗氧化等作用。在抗肿瘤

方面的研究发现，木香烃内酯对多种不同类型的肿

瘤都有明显的杀伤作用，其抗肿瘤机制包括诱导细

胞凋亡、细胞周期阻滞、抑制肿瘤细胞端粒酶的活

性、抑制肿瘤侵袭迁移等[6-9]。本实验以白血病耐阿

霉素细胞系 K562/A02 为研究对象，研究发现木香

烃内酯能够抑制 K562/A02 细胞增殖，诱导 K562/ 
A02 细胞凋亡，并且能够增强化疗药阿霉素的化疗

敏感性。 
1  材料 

木香烃内酯由南开大学药学院陈悦教授实验室

提供，质量分数＞98%，溶于 DMSO，配制成 20 
mmol/L 储备液，−20 ℃保存备用。PE 标记 P-gP 鼠

抗人单克隆抗体购自美国 BD 公司，RPMI 1640 培

养基和胎牛血清购自 Gibco 公司，MTT 和 DMSO
购自 Sigma 公司。Annexin V-FITC 细胞凋亡检测盒

购自 BD 公司，流式细胞仪为美国 BD 公司。阿霉

素购自浙江海正药业股份有限公司。 
白血病细胞 K562/A02 由中国医学科学院血液

学研究所提供。 
2  方法 
2.1  木香烃内酯对 K562/A02 细胞生长的影响 

取对数生长期的 K562/A02 细胞，调节细胞浓

度为 5×104/mL，按照每孔 200 µL 接种 96 孔板中。

静置 1 h 后加入一定体积的木香烃内酯溶液，使终

浓度分别为 50、20、10、5、2.5、1.0、0.5、0.25 µmol/L，
同时设置DMSO对照孔。作用72 h后，加入5 mg/mL 
MTT 溶液 20 µL，孵育 4 h 后，1 800 r/min 离心 15 
min 并弃上清，沉淀用 200 µL DMSO 溶解沉淀，充

分溶解后测定 A570 nm，计算细胞存活率，根据

GraphPad Prism5 软件计算 IC50 值。 
存活率＝给药组 A570 nm 值/对照组 A570 nm 值 

2.2  木香烃内酯对 K562/A02 细胞凋亡的影响 
取对数生长期的K562/A02细胞做成细胞悬液，

调节细胞浓度至 5×104/mL，按照每孔 1 mL 加入

24 孔板中，静置 1 h 后加入一定体积的木香烃内酯，

使终浓度分别为 10、5、2.5 µmol/L，同时设置 DMSO
对照孔。每个浓度设置 3 个复孔。放入 37 ℃孵箱

中 24 h 后，将细胞放入流式管中，1 500 r/min 离心

8 min 后，弃上清，沉淀用 100 µL 结合缓冲液重悬，

采用Annexin V和 PI双染法在流式细胞仪上检测细

胞凋亡情况。 
2.3  木香烃内酯对 K562/A02 细胞的耐药逆转 

取对数生长期的 K562/A02 细胞，调节细胞浓

度为 5×104/mL，按照每孔 200 µL 接种于 96 孔板

中。加入 5、2.5 µmol/L 木香烃内酯孵育 1 h 后，加

入不同浓度的阿霉素，使终浓度分别为 50、20、10、
5、2.5、1.0、0.5、0.25 µmol/L，作用 72 h 后，加

入5 mg/mL MTT溶液20 µL，孵育4 h后，1 800 r/min
离心 15 min，并弃上清，沉淀用 200 µL DMSO 溶

解，充分溶解后测定 A570 nm，计算细胞存活率。采

用 GraphPad Prism5 计算阿霉素的 IC50 值。 
2.4  木香烃内酯对K562/A02细胞阿霉素蓄积的影响 

取对数生长期的 K562/A02 细胞，调节细胞浓

度为 5×104/mL，按照每孔 1 mL 加入 24 孔板中，

加入一定体积的木香烃内酯溶液，使终浓度分别为

10、5、2.5 µmol/L。每个浓度设置 3 个复孔。放入

37 ℃孵箱中 24 h 后，将细胞吸入流式管中，1 500 
r/min 离心 8 min 后弃上清，沉淀用 1 mL PBS 重悬，

同时加入终浓度为 5 µmol/L 阿霉素，37 ℃孵育 1 h
后，离心弃上清，沉淀用 500 µL PBS 重悬，流式细

胞仪检测阿霉素的荧光强度值。 
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2.5  木香烃内酯对 K562/A02 细胞 P-gp 表达的

影响 
取对数生长期的 K562/A02 细胞，调节细胞浓

度为 5×104/mL，按照每孔 1 mL 加入 24 孔板中，

加入一定体积的木香烃内酯溶液，使终浓度分别为

5、2.5 µmol/L。每个浓度设置 3 个复孔。放入 37 ℃
孵箱中 24 h 后，将细胞吸入流式管中，1 500 r/min
离心 8 min 后弃上清，沉淀用 100 µL PBS 重悬，标

记 5 µL P-gp-PE，室温孵育 30 min 后，离心弃上清，

用 500 µL PBS 重悬，流式细胞仪检测 P-gp 的荧光

强度值。 
2.6  统计分析 

采用 GraphPad Prism5 软件进行配对 t 检验，

检验对照组和实验组的差异。 
3  结果 
3.1  木香烃内酯对 K562/A02 细胞生长的抑制作用 

木香烃内酯处理 72 h 后，K562/A02 细胞的生

长受到明显抑制，在低于 50 µmol/L 的浓度范围内，

K562/A02 细胞生长的抑制具有显著的剂量相关性，

见图 1。 

 

图 1  木香烃内酯对 K562/A02 细胞的抑制作用 
Fig. 1  Inhibition of costunolide on K562/A02 cell 

与对照组比较，2.5～50 µmol/L 木香烃内酯组

K562/A02 细胞存活率显著降低（P＜0.05、0.01、
0.001）。木香烃内酯对 K562/A02 细胞的 IC50 为 5.61 
µmol/L，且在最高浓度 50 µmol/L 时，细胞的存活

率最低，见表 1。 
3.2  木香烃内酯诱导 K562/A02 细胞凋亡 

不同浓度木香烃内酯处理 K562/A02 细胞 24 h
后，细胞出现明显凋亡。根据细胞凋亡的状态可以

把细胞分为两类，Annexin V＋
为凋亡细胞，Annexin 

V-/PI-组为活细胞。根据实验结果可知，随着木香

烃内酯浓度的增加，凋亡细胞的比例明显增加，

见图 2。 

表 1  木香烃内酯对 K562/A02 细胞存活率的影响（⎯x ± s，
n = 3） 

Table 1  Effect of costunolide on survival rates of K562/A02 
cell (⎯x ± s, n = 3 ) 

组别 浓度/(μmol·L−1) 细胞存活率/% 
对照 —  99.96±0.86 
木香烃内酯  0.25 104.51±6.67 
 0.5  86.36±6.29 
 1.0  80.28±14.22 
 2.5  81.93±0.64* 
 5  53.86±0.32** 
 10  26.48±1.54*** 
 20  24.89±0.45*** 
 50  19.89±1.61*** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs the control group 

 

图 2  不同浓度木香烃内酯对 K562/A02 细胞凋亡的影响 
Fig. 2  Effects of various concentrations of costunolide on 

apoptosis of K562/A02 cells 

对照组细胞凋亡比例为（6.03±0.83）%，木香

烃内酯浓度在 2.5、5、10 µmol/L 时细胞凋亡比例

分别为（ 15.10±1.73 ） % 、（ 29.13±3.61 ） % 、

（91.07±1.91）%。与对照组比较，不同浓度木香烃

内酯组细胞凋亡比例显著升高（P＜0.05、0.01、
0.001）。同时木香烃内酯处理之后活细胞的比例明

显下降，见图 3。 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs the control group 

图 3  不同浓度木香烃内酯对 K562/A02 细胞凋亡比例的影响 
Fig. 3  Effects of various concentrations of costunolide on 

apoptosis ratios of K562/A02 cells 

3.3  木香烃内酯对 K562/A02 细胞耐药的逆转 
不同浓度木香烃内酯与阿霉素联合用药发现，

加入 2.5 µmol/L 木香烃内酯后，阿霉素对 K562/A02
细胞的 IC50值由 7.60 µmol/L 降低到 3.86 µmol/L，
化疗敏感性提高 1.97 倍。加入 5 µmol/L 木香烃内

酯后，阿霉素对 K562/A02 细胞的 IC50 值由 7.60 
µmol/L 降低到 0.62 µmol/L，使 K562/A02 细胞对阿

霉素的敏感性提高 12 倍，见图 4。 

 

图 4  不同浓度木香烃内酯与阿霉素联合用药对 K562/A02

细胞耐药的逆转 
Fig. 4  Multi-drug resistance reversal on K562/A02 cells by 

various concentrations of costunolide combined with 
adriamycin 

3.4  木香烃内酯对K562/A02细胞阿霉素蓄积的影响 
通过研究不同浓度木香烃内酯对 K562/A02 细

胞阿霉素摄取的影响发现，木香烃内酯处理后

K562/A02 细胞内部阿霉素的蓄积明显增加，同时阿

霉素蓄积的增加呈浓度相关性。见图 5。 

 
图 5  木香烃内酯对 K562/A02 细胞内部阿霉素的蓄积 

Fig. 5  Effects of various concentrations of costunolide on 
intake of adriamycin in K562/A02 cells 

当使用木香烃内酯 2.5、5、10 µmol/L 时，

K562/A02 细胞内部阿霉素的蓄积分别增加 1.1、
1.25、2.43 倍。与对照组比较，5、10 µmol/L 木香

烃内酯组 K562/A02 细胞内部阿霉素的蓄积显著升

高（P＜0.05），见图 6。 

 
与对照组比较：*P＜0.05 
*P < 0.05 vs control group 

图 6  木香烃内酯对 K562/A02 细胞内阿霉素蓄积的影响 
Fig. 6  Effects of costunolide on accumulation of adriamycin 

accumulation in K562/ A02 cells 

3.5  木香烃内酯对 K562/A02 细胞 P-gp 表达的影响 
通过研究木香烃内酯对 K562/A02 细胞 P-gp 表

达的影响发现，木香烃内酯处理细胞 24 h 后，细胞

表面的 P-gp 的表达并无显著影响，见表 2。 

表2  不同浓度木香烃内酯K562/A02细胞P-gp表达的影响 
Table 2  Effects of various concentrations of costunolide on 

expression of P-glycoprotein in K562/A02 cells 

组别 浓度/(μmol·L−1) P-gp 荧光强度 
对照 — 1.00±0.017 
木香烃内酯 2.5 0.98±0.007 
 5 1.09±0.031 
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4  讨论 
木香烃内酯有十分广泛的抗肿瘤作用，但其对

正常细胞的抑制作用很弱，同时能够诱导细胞凋亡

和周期阻滞，诱导细胞分化以及抑制肿瘤侵袭迁移

等方面有重要的作用[10-12]。 
本研究表明，木香烃内酯对 K562/A02 细胞具

有明显的抑制作用。而 K562/A02 对化疗药阿霉素

具有明显的耐药性，因此木香烃内酯能够克服多药

耐药性。木香烃内酯在处理 24 h 后，随着木香烃内

酯浓度的增加，K562/A02 凋亡细胞的比例（包括早

期凋亡和晚期凋亡）明显增加，活细胞比例明显下

降，因此木香烃内酯是通过细胞凋亡途径来发挥抗

肿瘤作用。Dong 等[13]通过对结肠癌 SW-480 的研究

表明，木香烃内酯通过抑制 β-catenin 从而抑制

cyclin D1 和 survivin 分子，进一步发挥抗肿瘤作用，

因此表明木香烃内酯是Wnt/β-catenin信号通路的抑

制剂。Pitchai 等 [14]则发现木香烃内酯能够抑制

NF-κB 的活性，从而诱发人乳腺癌细胞株 MDA- 
MB-231 的凋亡。 

将 K562 诱导成的耐药细胞系 K562/A02 后，细

胞表面 P-gp 表达明显增强，因此认为 P-gp 是

K562/A02 细胞耐药的主要原因。木香烃内酯作用

K562/A02 细胞后，阿霉素对 K562/A02 细胞的抑制

作用明显增加，且阿霉素在细胞内的蓄积也明显增

多，因此证实木香烃内酯能够一定程度的逆转

K562/A02 细胞的耐药。然而，木香烃内酯作用后

K562/A02 细胞表面 P-gp 的表达并无显著的变化，

推测可能的原因为木香烃内酯对 P-gp 外排泵功能

的抑制更明显，或木香烃内酯影响了其他的非 P-gp
的耐药途径。具体的作用机制有待下一步的研究。 

综上所述，木香烃内酯能够抑制 K562/A02 细

胞增殖，诱导 K562/A02 细胞凋亡，增强阿霉素的

化疗敏感性，逆转阿霉素耐药，是具有广泛应用前

景的抗白血病药物。 
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